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La presente invention se rapporte au domaine de 
1' analyse biologique et chimique. Elle s' applique a*. tout 
protocole biologique ou chimique incluant une etape par 
cyclage thermique . Elle se rapporte entre autres a la 
reaction de polymerias at i|bf en jenaine (ou PCR) , . largeraent 
utilisee en,, ^n^%s<£ Vgeftetiquei^ ^invention qui est 
utilisable^nl Analyse genetique est cep^eridaht. egalement 
utiliSaMW' pour cle fioi 



do fiqgjfefigu^ pro tocol es ! ehMi.qu.ej 



non 




Italisef la PCR. 

est 



u^'oHM compos%e ; 
*f5" enchancement de quat^%i^^^^''' • ■ 



: I^f ADN 



d'un . 




T) J |£s quatfe, 
deufc v& deuxf 1 
Deux 
^ et 'd 



2F0 ti double 



v^1stringea : 



r df hybri 
tifcil>is6e 



\^ polirroferisatioh- 



[4k^t^ ; capaoi^ 



de d§naturation succes^V^s quU,, efet 



jrs de la reaction de 
Lne) . 



25 



£#iment d£s "Icoesl s 




tjpty- (reacts de// 



30 



:ectue- la synthase v d' AEiN ■ ? 
Cans la *ft?M?uf e, lors de la division c$i:fey%aire, si* ADN 
est dupliqu§? /de /fagQn & assyre^r/ ls4 transmission de 
1 ' inf orinat ion g§n6t i^que i , p\ £yn?t*h£se de cet ADN est 
assurfee par des enzymes. II s'agit^de?. AI)N polymerases. 
A partir d f un brin d'ADlt ntatrice, elles incorporent en 
face de chaque nucleotide celui qui lui est 
complement a i re , cr§ant ainsi un nouveau brin d'ADN. 
C'est 1' elongation* 
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In vitro, pour r6aliser cette synthese, il faut 
fournir a la polymerase en plus de la matrice et, des 
dNTP, une amorce . - qui - permettra d'initief la 
polymerisation, Cette amorce est uh court fragment d'ADN 
5 (une yingtaine de. v r>pqL6ptid'es r^nviron) cbmpl6mentaire 
d' une extr£mi*te |dy /f f^a^ment tT ^DN' ria trice . Pour xobtenir 
de l f A^N\d6ubie brin, il faut deux agrees : une, sur 
/' chaqilQ > ; &rin , de part . .jBkt r ^ji5^iil:'r e ■ - du f r^^fae&t^- que 1 on 

0' ve^ai^lifi^r^#^7 . \ " - -3^, "\ 

710 * ? , " En ^^p^oie r^produi^e j|uij/ ADN'^^i . de ^ailtiplesio 

les %;apacitds de 

%. ainsi M 

pr incite e s t-^ ;! Te 

1 \ ■ : ,j 

a s$.Mution: ^ 

es d|§ix brins^ 

1 ' 



exempla: 




elohg 
v ,r'#empera\i 

\ \ ■ 

\ \ Tsh@rmo s t abl 

* /^prds ceT^, 



tituent ur^ cycle, ^ph 



25\\d6na 4 6^t^ k nouveaif-:- 1.' Aj^ w n6Qsyn'€h6tis6 va'^erVir ay^on 

t6s ^ftgt a 



t<>ur de'iuatmce. Les cycles sont ainsi v ?j 
tref>$§. fois//L'^!^^ iff*~f4 ^arftit^ d&^roatrice 

est expbh^entielleT * L/'\ *" V' 
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II exlste> , en analyse ^ ^n^fti que, d'autres 
protocoles n§cessitant~"~de§* "cyclages en temperature : 
ainsi on connait des techniques d' amplification d6rivfees 
de la PCR (Polymerase Chain Reaction) telles que la RT- 
PCR, la PCR allele sp§cifique, et la Taq Man PCR (White 
B.A., 1997). On connait egalement des techniques de LCR 
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(Ligase Chain Reaction) comme la LCR, la Gap LCR, 

Asymetric Gap LCR, la RT-LCR, 1' Oligonucleotide Ligation 
Assay (OLA), et la PCRtOLA .{Bouma, S.R., 1993), (Segev, 
D., 1990), . (Nikiforov, T., 1995)/ (Marshall, R.L., 
1994) , Nickerson, J^h. vejt al. > ;; .1990) . Ori eonnait des 
reactions d§L, sSq^§n^^e ; Mycli^que^ ^ J>aAtir de clones ou 
de, reaqtf^i>|^ -de PCR. On eonnait d^ reaction^ de 




1' inventxLcg 

— 



dans 



flffli me^#v j; f!,:.;elles %pliquent un 

1 0% %\ 



00 eonnait du 
pernfetfpant de metti!& 



^§W^^^^^6 314 



un ^r^posr 




3ES paredfrt 



un. tube 



annuilkires. 



f r 




ire, Jm mesur^ 



differ 



, choi Si 
^idisposit? 



xjiaise 



^: donn^ 



.a^itant dp^||ones thermiques qu'il y a c^^^mpera^ires 



d;l£f§renteX 




un cycle et qu'il y^jrSp' ""cycles^feela // 
X reticle circul^ 
25 "x^lus/^Ra^ue zone ^t-h^^^^^^it v --6"tre isoJ6\ m^eux 
pqssible /clefs zones ad j acentes pour gar§*)6|^, . autaryt; y> que 
pos£ik*le uhei^mp£r^U)re unifo.cpi^ ^a^^dhague zone. Or, 
cela est difficile? & r^^i^eif jpratiqj^j et/ou tres 
coxiteux. De piu^ r .,cela allonge 6galemerit le circuit. 

Un but de 1 'Invention- est" de fournir un dispositif 
de cyclage thermique permettant de r6duire la longueur 
du circuit de la solution et d'obtenir & faible coflt les 
temperatures exactement requises pour le cyclage 
thermique. 



30 
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En vue de la realisation de "ce but, on pr6voit 
selon 1' invention un dispositif pour la realisation de 
reactions chimiques. .. . ou » biochimiques par cyclage 
thermique, comportant au moins un canal, des xnoyens pour 
5 alimenter; en cont.iiiu? lie s Canada a^ec une sbitation et des 
mo yens pour, doriher ,^au> -banal * a^ ^le&jis^ deux tetiupSratures 
t ^r6d6terf4^^'* , '"'cie sorte que la solu£i#rtff e^t v mise^!a ces 
// temp&ratWes lorsqu'^llq.^pa^coTLSrt une fcfls |e/canal/\le 
di^s^sitif coihgg^fe r Ifit des mqyen# ! ^^urv. fair ie 
10 cafria*! de ^d^t#l & i^utre\de$ t^p6r<ll§irfes au t?6urs d\i^ 
temps diarp^t le p^*^^rs^d^pcfl^|r;^par la s^Vtion. 

Ai|p£i, toute sol^t:%>ftif circulant da||& le < ^KU- 
^fou ;c^is le tron^J-^ ptfrfle 
succ^fsivement aux <|i^i^^*;|3 |^pei^ures re'|pises par] 
le 



Ill; 



IS 

* ••re 



la vMiesse de^ 



parqiurs, de fo||s* ou la' 



soliij|ion 



lit"* 1 



..^vdisposi*' 




^Ce&&^3^ r„^ 



rysions ^* 



'B' utili 



"Si^prime 



arf't 



£alisat?akya. 

n d'une seule zone thermique^p^'ur le **qahal 
difficulty apparai^^^-* dan$^t*'ar£y 

voisiftes 



zones 



ixjues 



2^\temp€W%ifes diff&ren^ per^l*^ de ' d<^*)rier 

'iak'canay b6e§ configuration lin6aire, centMves't fatile, 



)3> 
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et d^qc peu c|ftt^£/ r .& f abrig^fr^ |l M |€^;t T ' tr^s ^.ajrantageux 
de sup^3^nagr les^ viiage^^^\ de aiftiinuer Xar^kongnexxr des 
canaux notamHient^ quand le f luicjLe ^cif cule par effet 
electro-osmotique. X r invention lituite les risques de 
contamination entre diff6rents protocoles successifs et 
facilite les ringrages et les nettoyages. Les temps des 
differentes e tapes des cycles peuvent etre facilement 
modifies sans changer . ni la microstructure, ni le mode 
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/lo 



de thermostatisation, mais uniquement le. debit du fluide 
a traiter. Des debits tres lents peuvent Stre utilises 
puisque la longueur du ..circuit peut etre petite:' Ceci 
apporte beauedup d'avantages, nbtamment lorsque le 
liquide . est depl ape ^pa^rf press ion car les pertes de 
charge son t ^eauqp^p ^5lus «petitesi .L*anVention permet de 
traiter , r%p0e|ttent une grande quaritikf ? de solution 
\pui squirt ie • cyclage.. thje^^}|. a lieu a flux )continu \de 
Elle , P^^^' assurer jUn%%^ d^bit dl= J§LquideV -'\ 
"S^V ihv^^^" per^t de^tire^n cel%^de no^euses V N 
techniquesjpb'ien cortices "<i^i^iifipe^du ml^dr. On peut 



filter riojpiroment : 



? tous 



%\'~~ A 



a RT-P^a la 1 

si 



types de ^f^t-^p^^*^^ l 
alle,leJFspecif ique, 10^m^(0C^^*m%s. '% Y 

9 ~ tdu| les types^ de l||| ^lle|^|g:^ction) lei 



4m, 



||ojnine la^ 

3Ss. i 




toute 
cyc^ages 



v /£^dnventii>n 



>r6se,„ 

25 \X'une r <^^ : 



^-ep, outre -£u moiriS:' 
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- £e dispofsiMf est agence de sorte que tlaViolutioti'^est 
mise ^ux temp*ei;at^rp|-"SLy.va^t ,un0» Su^cfession tejnporelle 
formant -un. cycle' predetermine *ef de .stfrEe que la 
solution subit- -au -moins deux fois. le --c^cle lorsqu'elle 
parcourt une fois le canal";"" 

- le dispositif est agence de sorte que la solution est 
mise a au moins trois temperatures dif ferentes 
lorsqu'elle parcourt une fois le canal ; 
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- le dispositif comporte au moins deux . canaux en 
communication mutuelle et des moyens pour donrter a 
chaque canal au moins - deux ..temperatures respe'ctives 
predetermines et pour faire passer chaque canal au 
cours ,dti temps de, *l'^u$e & V autre de&< temperatures 
associees (ie\ $0xt$ ' ; - cfcb la ^Soluti%iv est " raise aux 
£)etap£r^u!^e§ I "lorsqu' elle parcourt fpis "bhaque 

' canaK / 



10 



,leC x:anal >t£pP ; *tm premier caft^^'e-t: les % v r^)^ns de 
moidxf icatior^il§e la ?&emper£%ur& e#ant a^feek.. a la ^modifier A 



durant ,ur^p§riode" ; i|3| 



Jl||^a mollis' un canafL^ |t tQiti^^ajpJfe< 



K"^le dispirit if comporte \V 
e constant^ ' duran 




£§erib<|p' predetermine ^ avec %e, preH 

canal) t fC^J&f ' " %\ - -J 

"!15 - le|| dispositif coit^%^^^^^^r^Ji|^aux dippbses en^ 

— pa tailzie -J^s ' ." B W&^^^^ci^^e/| IMlE^naux #4nt d«r 




anstat 



ajfUglle ^fev 

Co 



"■'7 . 

is 

*d&f r pal is 
pir/^yclage ^<t| 



e, dans^ 



un pfcQQ&de // 
bioojfiq^ques/ 
lejl^ on aldjrienfte 



25 vcontirfu jau moins uTri^cajigl axac-iirfe solution \t on ££iine 
&Ma sol't^ipn au moins deux temp6ratu|^ \*ed6t^lin§es 



de N £o,rte qilet 1# '|s^lu|io|> . QS^ti^i^ a\ix t^fipferatures 
lorsqu^ML^ parcourl- uri^/F^is) le canal , ^d^ils lequel on 
fait passer le ;canal de l f une l^autre' des temperatures 
30 au cours du temps cfuranC'Te parcours du canal par la 
solution. 

Le procede pourra presenter en outre au moins l'une 
des caracteristiques suivantes : 
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- la reaction concerne les acides nucleiques naturels, 
synth&tiques ou modifies, purifies ou ex traits 
d' echantillon, sous _.la - forme . ADN, ARN, ou fragments 
d'ADN ou d'ARN ; 

- la reaction concede; ides ? nucleotides naturels ou 
modifies ;• ..... % \ \ } v - ■ r \ _ . 

- la r6^6i6|i Pdbrnprend une synthese d'acides nucleiques, 
hotammgnt^ ■* d' ADN . - ou ,;^^^ ;v fragment d v ADN? eoinpreh^nt 



/• ev^t^ellemenj:' rS «$^]5 
0 mo<$ 



i ca t ijdhjspch imi cAfes 
- la react^Bn comp^i^| uto^^ 



nucl^ptiMs^ • possedani «. 

X J. 



des\ 



Tisation en 



CGptte 6voqu§ cifi 
polyfn^fisation en ch 




^ et/du I 
5^ pour 
*&e plus; 

£R en X ir^tiplex » ont ete decrites da^^postoJC^os 
ft^3) Angti.^Mochem. , 213, 277.-284 &^Edwards t ^^94) ,/ 



\ PCft ^2*eJ:hods AppJ 



amp] 



3, 65-75. 



ynfe meme ,r§a&tiort,,. 



itiaisarife' ^ly^ieurs couples d' amorces. c^XX' // 
''<|X' H autre^.$ecJ4i^3wes, deri^ejs| a^; 1 lV PCR^^eu^ 



V<?n 

■ . "V~~f ' i _. . ... •£'"'« V-»*.* 

>p"euvent 

egaleroeh<; §tre raiS§s£ ,en j^osj^re |a\^'c 'I'e disp^satif ou le 
proc6d6 seloh 1* invention : 

- la LCR (Ligase Chain Reaction) , bas§e sur 
1' utilisation d'une ADN ligase thermostable ; Barany 
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 189-193 et la 
Gap-LCR est d6riv6e de la LCR ; 
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« 

- 1' ERA (End Run Amplification), et la GERA (Gap-ERA) ; 
Adams (1994) Novel amplification technologies* « for 
DNA/ RNA- based diagnostics meeting, San Franciscd, CA, 
USA ; 

5 - la CPR (Cycling -Prob:e JReadtion) , qui met -, en oeuvre un 
chimere ADN-A|W^^N/ 4t ! ^ la ribo^nWlfa^e .^H ; Diick (1990) 
^ioTecb^rq^l/ 1 9, 142-147 ; ' ^ | ' .. '"\\. 

/' : - la^DA (Strand ^ Walker 




metier trd\ivex:a - ... d' ailleurs ^;dapL'sT ^ cette demifere 
30 reference, d'autres examples de techniques 
d' amplification pouvant etre raises en oeuvre dans le 
cadre de 1' invention. 

i 

L' invention concerne 6galement l f utilisation du 
dispositif et du procede selon 1' invention : 
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- pour effectuer une reaction de synthese et/ou 
d f amplification d f un ou de plusieurs acides nucl§iques ; 

- pour mettre en oeuvr-e les.. techniques PCR; PCR 
multiplex, LCR, ERA, CPR, SDA, TAS, NASBA, les 
techniques d' amplification g • .sp6cifiques . ou non 
sp6cifiques /tl ,et I'eymj^^ d^^i\RNM totaux ; et 

- pour lp se^ehgage enzymatique d'un acide nucl6iqvie^ 

Le i r disDOsitif.- - et le nrorr^rt^ x^lon T' invent ibn 
peuyent done j§ga^iefilE §tre ut,irifi%^our le s^^u^jicage 
enz^atiqu9"''.^ln aci^tp nuc%|iq|ie^La t^hrtique donisiste V\ 



ajoutei^ 



b-tante des 



s e u 1 etf&^l "'^^p'^^iXfe i t e l^pit £ 
^^Mpleot±g$s XTP c^s| le^ ; ^d%e reactions!, i^jtt^ 
%islange$r comprenant Qft^v^^f^^;^^ hucleotid% >.mardleW 
permetjpnt la detect|0^"p^^^b<*^|^|^n peut ^alement. ■•■ 
*£T utili^r dans le melap^^^^^gg^i^^ f aible l^antit^J 



* leur#.perf.€(^|,Mi|m^ts . sttoS^^^&dnMs^ de 

me t i e|| ejj^ J*-i^£ ;; <^* 



>#<* e -\ 72 dar 
,acides 



w 



>. \ 



25 



1 ' |jpifiroe dii^^ 

On \p^^oit en outre selon 1' inventi^/un prciduit 
^£3*}t subi\ur^^6action chimique ou bio^^iique r6ai&see // 
seloiy un procfed£ ^^y^orme & l'inve: 



/; 



■v. 



30 



\\ B^Syres c&Treat^tW¥^s^/-- > et av^^a^es , £e 
i^nverit: t J^6^ , ^ppparaitront encore dans ,4^ v \description 
suivante de' djyftq pr6fere^ ^ k 

titre d r ex(gmples hoh riim|ta^.f4- ^bx'"dessin^;jarihex6s : 

- les figures 1_ Jt 5 sont des vues ; s6h§matiques de 
disppsitifs selon cinq modes de realisation 
respectivement ; 

- la figure 6 est une vue en plan d f un substrat 
utilisable pour ces cinq modes ; et 
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10 CfQ 



- les figures 7 et 8 sont des vues transversales en 
coupe selon les plans respectifs VII-VII et VIII-VTII cie 
la figure 6. ... 

On va decrire dans leurs principes- en reference aux 
figures 1 a 5 cinq jaqd^;;de idealisation du dispositif de 
. 1' invention^.. ^ppl%c^§^ -idx & 4B/%iSB : en ceuvre d'un 
^rotoccd^4etP<CR par cyclage thermique^ / 

^ari& ' le premie^ ^ a la 

ftgfeere " 1, le ^#4^6sitif lQ^^^Sl^gi-t.^. une\ jani£6 de 



que 



coiftprlSparft un 
substr^t ^§ra decr^|plurs^pj||l ,< ^R;^p , Ius gr!i 
^^fer } er^ aux f igup^ai 6 7^ S#%ut>strat 1 



strat \103. Le\ 
& details en 
sent 



"^anaa jl04 

/ 0 

amon^f avec un conduits 



en cor^uM^^|Sj| : ^g^p^de par soi|| extr 
: un condU$£ ^ ^6 et pa^r;; 

t$ soii J&ctremit6 aval a$£k %WiM^g^%^^rtie av|l 108. .-..4 



• faii^. 




^ - #§a 1 i saXi%fe. de la PCR ♦ 



< Jj r uni>te^^2 comprend des moye]^^^pdr cha^F^er 0U/ 

\\ r/f^&\dir ci moyens* 6t^tt 



25\\^las^|^i|e^ et connns--an_ : s^ la sui^N^t^ poyf/ la 

siiomlic'ifbl^' ces moyens seront app^l^^"^ moy&$& de 
chaltiC^ge §t?a4t ^riJiendUy qy r i\^^e^v^4t au chatu^fage et 
au ref^^issement etL a^isl f>emette^>^ r 61ever ou 
d' abaisser ta ^ tempferature du subs.tra't^ et du canal . Les 

30 moyens de chauf f age* sont" "agences pour chauffer ou 
refroidir le substrat 103 dans son integrality de sorte 
que quelle que soit la temperature qu' ils conf Srent a un 
instant donn§ au canal 104, tous les trongons du canal 
104 ont meme temperature entre eux. 
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L' unite 102 comprend des moyens pour commander les 
moyens de chauffage afin qu'ils donnent au canal, 104 
differentes temperatures successivement au couirs du 
temps. Ces temperatures sont ici au nombre de trois et 
sont celles, connues, $ uti£Lis6es plprs de la PCR. Ainsi, 
le canal 104 f s| ^d^botd' pl&c& i|ne> temperature Tl, 
puis reffoid|_ une temperature T2, pui^ rechauffe i une 
; temp§r^tufee inte,rm6idl^^ ... Cette v * 'Recession 

ter^poceile fqrm^:^^^cle de ten^e^ure. Ce "cjfci^ est; 




/ i 0 r &p<ep h de : y "n.^ 
■\ 1' illustr«>jft 
^ iode 
Vr "»ac§ 0 la temp§ra 



foid\atii* <$3urs 



-■temps comme 





cycl4 i 



ainsi de su 
<|e cyciage est 
parccgfrt le 



Ai rim , apr e s une 
04 es% a nouveHfe 
$5$$w&$ilH. debut d'i% '.nouvW 



jusfcufau ^^W^|<i^r%ppi||||^oisit Mi 1<H 



3£ 



106-^ 



^ sect t i w^ 

sorte |& Jflfe 
2'rf^temper " 
^*du cana 




^emple, 
sfascjedent 
du :> c£fial qui M' 



consequent, 



sortire "i 

V.;,. 



^f^l#"J^l|La solition d£>-' 

hhf^'k 

^^u^g^e&y /f ois pajf 
react ionsjrcte PCR^^e // 
aux autres. Les diMltents tr§n£bns // 
en aval ont^^Sh . instant ,-donft6 la'/ 



25 v-meme temperature, "'$e--ci|1 



30 



les 



fe2m&i^afe ; seulement . d&rHe fait 
qu^ ^ 1 s sdifj? 1 ^traverses par des fractic^is\'$6 section 
respeptives <M. <Sh* d6j> subi «un/ ti&tfbhi' de ,-cyclages 
thermique^ .. dif f exfbn*t£ etl^dSautfeh!""- plus que ces 

fractions de>so;lution s'approchent djjucpihduit de sortie. 

Le deuxieme mode -^e—'-rfealisation, illustre a la 
figure 2 avec des references augmentees de 100, se 
dif f§rencie du precedent seulement par le. fait que 
plusieurs canaux 204 s'etendant en parallele sont 
menages dans le subs t rat 103. II se passe dans chaque 
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canal 204 de ce mode ce qui se passait dans le canal 104 
du premier mode. Notamment, les moyens de chauffage 
effectuent le meme cyclage . thermique sur tout le 
substrat. Dans ce deuxi&ae mode, . a un instant 
quelconque, tous l&p trpgcons;; de ,tous les canaux 204 ont 
meme,: temperature^ eiltre^ -euxv :fc$s/^cai$aux 204 ont ici 
ptxacun .l&p&s* conduits d' alimentation <4$ de sortie en 
propr§3 peut ... ainsi^ traiter... en irfgtfie / fc^mns Vdes 



/ ao 



solutions di f f erj 
x raient- eJSfe ass 



et de soapae commun^ past^ 



s. Alternatf^%ehl3 v les 'cagiayx 204 



>^ci6s \ <^s^ondu1^>-dL' aliritexitatioiiO 

®i/ pa^JKS^e- si li%a§me solution 



^P^rcop:r^les . dif f £:p&n§s. c^^|?x?#^ t ^ 
^i^' /q||s le troisif^^ 



'str6 ^* " 



^^iffclfe^s ^f&^tices del| <§16ment£ 




3£2b sfcrift 
'fir 304fe^£e 

M uniteV aS%nt 302a communiquent par leur^xjtremitC a>al 
x \ %tg^ria deV c^^uits de transfert resp^^f^ 309 le^V 
\\ e^^mit6s aitio^^^p^^ canaux SO^^^^^'unit^ ^va"J>-302^/ 
2 5\\Chaq^^ ipnsemb 1 e "deT * r ^^^P^^^^^ramuni ca t^&^^u turtle 
forme un/ l/rGuit. W> // 

unites |taoi|t^ia2a ? est. erst s ^^ r ^^nM^e ^xfelle du 
deuxieifte^^aode et S^ifiet |W\o^iat au cygl-a^e thermique 
d6jci d§crit-^S50ci6 aux temp^ratj^^^-Tl, T2 et T3. 
30 L' unite aval 303B" ^ef : £^ : t : ^ l'esp£ce un cyclage 

thermique dont les parametres sont diff£rents de ceux du 
cyclage de 1' unite amont. Ainsi, ce cyclage aval est 
associe a trois temperatures T4, T5 et T6, differentes 
des temperatures Tl, • T2 et T3. De plus, la dur6e et la 
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succession des temperatures, illustrees au graphe le 
plus bas sur la figure 3, sont differentes de celies du 
premier cyclage. Par consequent , la solution parcburant 
chaque circuit subit d'abord plusieurs fois le cyclage 
5. de 1'unite amont 3Q2a £ fttiesure, qu' elle parcourt cette 
unite, puis,., t|raV%s& Klfc > conduit, de trans fert 309 et 
arrive su%/vJV^it6 aval 302b ou elle sufoit le cyeiage 
/pzopx*i% Wite unites ' h^^j^si^ixs fois"^o\5rvu que' a a 
// vite^se de l^^^lution dans^%pette unit^ , soit\ 
/io sifS^ainment^^te. sol^iofi s^irt en%n : du di^sitif Vs 
; 301 par Je^Slbnduit M^^or^^M^h-x^ \ \ 



Danf" le dispp|i|if ^g|pl^^^ quatri^e x mode 
^iSalis^Lon. i 1 lus t ^^^^r^ll'k^a^. /» i — %Ax — 



les m$ f erenigfes 1 * 



theirmjque feifelMxieme iiide. 

compofte eng^lfe ^g^'^HM^Iiiii $*4>4lOb colprenanr 4 '- 

-i . 1 1 ^ssSBJt sited* in ~~ 

^ cha^u^p t ^^^^prt ^^pF*^^i^^^^ar assjffr^r au£v*' 



canaViJM 



^O'^respect 



'». \ ■ 

w 

V ' 



^^rois 
£,| dansv 



v** 2 i %f^ a §^ ces S ARM* I 1a^>|1temf 6ratur^ 



ordre avec leurs canaux 



*s£ectif£ ^n 



ddi^unicati$>]^^' amont en aval. Ainj^^ r la so^Mon 
\\ t inlEr^uite dkns^^^^^nduit d f al^^^f^^ibn 406 ^pa^ourt'/' 
25 \;yn de i^im^^^^^^Tfo^oti elle e^^iace<&vi 

laf teitt^i|^t^re T7 constante pendant^ \ujie p£££bde 
predetermineel / nq^amment super ie.uce \ V Ca durie' d'un 
cycle delrl/ unite K 402£ Ell^^rincli'i^ensuijtet^e • conduit 
de transfert • 409^ puis arrive dans .l- f ..uni te de cyclage 
30 thermique 402 ou ellfe- subit-ie cycle thermique plusieurs 
fois. Puis, passant dans le deuxieme conduit de 
transfert 409, elle debouche dans l'unite aval 410b a 
temperature constante T5 ou elle demeure a cette 
temperature pendant une autre periode predeterminee. 



•v 



2798604 



14 



10 



*T5 



Elle est ensuite evacuee du dispositif par le conduit de 
sortie 408. 

En reference & la figure 5, dans laquelle les 
elements analogues portent des references augment6es de 
400, on>a illustre-.un 6ij[i<5ui§me,; mode de realisation dans 
leqyel un conduit : setrbndaires \51-4 ;debouche dans le 
gonduit;, dif Aliirtentation 506. • -f 

4&Lrifei, on forme l^s^ution- .a traiterir, par ex&fole 
p.§Lr^uri m§lang% r ^d§ ; ^ reactif s, . ju§%%^vant I'arriv^e siir 
I^nit6 
du deu^i|jj 

f^^|ltern^p.vement oiaf on peu^ prevoi^^|^p 

eif^te^^ de%sprti<^fen 
mm^ication lat6r^i ^^"uh de der ration. , \ 

/ ^Naturellement, 'MM^^j^^^^^ ne*<z li^fpr^fci 



§ de i^ffclage^hermi^ejj qu^f est^^^ntiquet k cell6\ 
^iipi mode 5%||1 On^^^ffii^^insi un tfi^arigeur amont. \' 



*sepaTj$| 

if 

con 



i^^9P^l!PW ces W% feren.tsJi 



mo5d|l de r6al^sa^<^^ eri| atjoutarrtr" 



auj 
la\ 



M^mmf:^^^^^^ di T j 



:!!!if?^3 .... 




tiiodes /xie 



yavec Mafijfe 



detaill6 aux figures 6 & 8 uniteC2) de I? 

Ik -v // 

\pj^lage ttieM^^ue & plusieurs. canaux^^ AatilisaK^^dan^/ 

l£^^modes '^^^^^^tion j^^^^^^r'. Le ^ubs^rat //3 

ici une* 4 *<DiacSent , B siliciunL.'^ — ^ 

a. 



2^\compt^h^ ^ ici une -p^^ cr^tte 



plaque ^©ifrrait §tre r§alisee dans uni^mre raat&riau, 



30 



pa^e^empie l^i vjpc^^*. en qjiar|^^^fi V^ftdriau pol3^mere ou 
en mating plastlqtae. |p£s\ c|n Ju£ ™4 son>;: -realises par 
gravure chitoi$ue^de microrainurea.--jtde ^ fagon connue en 
soi) dans une face sup&rieure de la plaque. Chaque canal 
4 est rectiligne et a un profil en trianple isocdle (ou 
en « V ») dont un cot£ s'etend dans le plan de la face 
de la plaque. Une rampe inclin£e relie le fond du canal 
a la face de la plaque a chaque extr§mite du canal. A ce 
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stade, chaque canal 4 est ouvert en partie superieure de 
la plaque. Le substrat 3 comprend une deuxieme plaque 18 
presentant des orifices. 20 aptes a venir en coincidence 
avec les extremities des canaux. Cette plaque s'etend sur 
la plaque. 16. Elle.phtufei ainsi;ila face superieure des 
canaux et donne ac%es} a> "«le%x-oi. . ■ v 4 /t 

La solution circule dans l'un des : Jbrif ices, puis 
dans l^danal 4 a^socii^js^^ans. 1' av^x€ dr if ice. .La 



deu^ifmS plaque 'jp^iut etre rlaff^ dans le m&ae*. type\ 
de bater iaux^S'e la^remie^ |6..^Les c!^x\.plaqu^s" sont \\ 
scellees.. d^collees/^ne-^^^||u^e par %emple. "' 




reponsjf' en temperalfMT* 
1:5- microf^chnologies sur|ls| 

il fes|| facile 
^- 1 des i c^aux.. .v^^jtPng^fe de ' 



donne des%temps 



De 



1 



le silf 



Urn est^i 

% . 

P%s. y les, \ 

bogies sur f3^^#|^|g£3^^ment co|n\ies et^i 
^'M^&^^rfi^^^kles di^isions-^ 



20..-- longu^Wls^ahaux^^ 

plaque i^^^jntre sa face inf£ri 
gup^ieure'pd^^Jit les canaux. 
et "2^' jefroidisjslSf^^de la pL 



litres., ^ y 
fs/ sous 
eure ODi£$s,ee & C^le / 
as^^hfe*' le chafi^Jage // 
d0 f agon c?t>nnue eii 

V^ 3 



moyens de. ehauffage 20 dixxedtement 'sur le sjtilcium, par 
exemple en usirrant des resistanges.'Veifauf f antes a la 
30 surface d'une des deux plaques "16, 18, et en placant 
1' ensemble su$ une source froide pour evacuer la 
chaleur. 
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Durant le passage de la solution sur 1' unite 2, le 
nombre de cyclages est fonction du temps pass6 pa,r la 
solution sur 1' unite.... II. est done important de bien 
controler le d§bit de la solution. Ce controle pourra 
etre ef fectu6 au mpyem * d f un gousse-seringue ou par 
pompage (forpe idei vptessidn / ; <>u : - k Mectro-osbose par 
enemple) ' ' * % : / • x\ 

^§s\.di f f 6rents - -c^aux^d/''tin-«'4aeiae diSpdsSti^f peufttent 
' , -- tions^ : c|%rencirit ' 

f orme^p^r un tube 
de la t%peratur^pLe 



par- ^ejjfemple selr^i^^tti' parcours 
di<f§rents 



"1*5 geneipl diff6rentes 



ma s0 : l|pEion demeureS|0&^^ 

gpL va de soi q\iie^|tp l^i^lf^feafi^.. Tl a T8%seront en\ 

«^ ^.^.^a^^^^w^^^^ que 

:ion des»^ 

5 -. 

itjure de^ 



ii 




LA 
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1. Dispositif pour, la realisation de reactions 
chiraiques ou , bibchimiques par cerclage thermique, 
comportant au moins 5 un ^canaJ. ,(4 ; 104 ; 204 ; 304a, 
304*5 ; 404 ; $04)1 ^s^moyens /(iQSj* pour alimenter en 
continu le idgrial avec une solution etl des moyeris.\(20) 
pour ^btohnir au .canal' au moins deuk % fcennaerat-vir^s 



pr6a6tetmin6e.S'"y^jSW f T3 ; T'4*; <sa $Q^T€l de s<3rt"£ que la 
solution ,eisj|# ,v? mis©^ a ce,s i temperances lorsjqu' elle O 




tempe^tures au cou|S||^ a ^^sJ^^^: le paffcours du 

§tc|teris6^4 
sft mise^ ! 

.^,4 sucqe%i^ 




^CT de sotff 
^qycle 1< 
2 04 ; 30,41' 
/' \.. 3. Do, 
caafagHi^ris^ en 



/fois 

(A ; 104 



i6n 1 2, 
e Id 



sorte 

lins- trois fefem^'rati^es 



, s o 1 u t £ '&n\ est m i s e. 

v d^f6reA%^ ; ? (Tl f T2, T3 ; T4, T5, ^6%Xi6rs^4lle' 
parcburt urfe IfMs rip canal • r^ h \? V"- 

4 > ' , Disposftif JT ^el-oh ylTbnV quelcorique des 
revendicatibiis; 1 & 3, caract6ris6 -eti ce que le 
30 dispositif compcrte' au ; iaMA&-.-'deux' canaux (304a, 304b) en 
communication mutuelle et des moyens (302a, 302b) pour 
donner & chaque canal au moins deux temperatures 
respectives predetermines (Tl, T2, T3 ; T4, T5, T6) et 
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pour faire passer chaque canal au cours du temps de 
l'une a 1' autre des temperatures associees de sortq que 
la solution est mise aux temperatures lorsqu'elle 
parcourt une fois chaque canal. ■'- ■ ■ 

5. Dispositif., ^selon, ~. .J.' une qttelconque des 
revendications 1 h a } 4;, ; earacteMse ^ens ce que le canal 
(404) etarit' ;un premier canal et iesV liib^ens (4-02) de 
modif;iea^tibn de la temperature etant aptes '^la. modifier 
durian t 1 une p e r iQdje?#5frlci e t e rmi nee * fcift d i spo s i 1 1 f f compo r te 
a^u^mdins uri ^canal C$12) a^em|er^ture"%Mistante €pT7, T8fC\ 
durant la, " ' 



aremier 



la^p^riode avec le 

/ Di spos i t i : ; ;K,^ea0iiOW-^%ine que 1 c%iqu 

•|? ' .?> is . li ■, 

snjiications 1 |5kf^\|^1rad^.^| : . en cl| \ 



\que 



.l.e> 



digp^itif comporte | 
404)^ dispos 




^€T reveal 




selon la revendicat: 



:is£// 



16) est en s; 



rocede de^£ 



j|e^r£act ions , <5^miquej3'/6u 




30 



la solutioh^;:au... moins deux temperat^ur^s > 'pred§terminees 
(Tl, T2, T3 ; T4 r^p^C^^r^e' "que la solution est 
mise aux temperatures lorsqu'elle parcourt une fois le 
canal, caracterise en ce qu'on fait passer le canal de 
l'une a 1' autre des temperatures au coiirs du temps 
durant le parcours du canal par la solution. 
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10. Procede selon la revendication 9, caracteris£ 
en ce que la reaction concerne des acides nucleiques,. 

.11. Proc§de selon . la revendication 10, caracterise 
en ce que lesdits acides nucl^iques sont des ADN et/ou 
des ARN naturels, synthetiques/ ou modifies." 

12. Procede -I seioni i..la • revendication 9 '< pu 10, 
caract6ris£ : eh ce que la r§actiok "c6ncern¥\ des 
nucleotides naturels., ■■- tf s:yfi:tK.i§.t'l:<iue-s f ou raocii-f ^. 
•-' .. Prpe^^f^^ de£ , 

rd^f^icatior^i "a -1$^, car^ct^ls^ enl^cpae la Action V\ 
met en ceuvj3§ ;; une sy$^se,j&^.^W$s ...nucle i 
0$&. 14'.. Procede \ y^elbixf^% ,^une quel'c%pt 




idteris'e 



en t 
con 



i<* que 7a mc^^,p|J|^ 



25 



q^elconque^es revendications 1 a 8 et du^^0c§d6 £ei?pn 
l^uge quHcStarae des revendications^^JT/ & 15^£our // 
effe^tuer un '^^ 'd' amplif i^hatio^/ 

d'un ^i^de plusieur^^^ ' 




erm £haina 



ion 

^PCR itiuitjiplex)-^ 



\\ lt. r /|lJ?i|isation selon la revendic^j^ji * 16/^Jour 
met tire en ioSu^re lpe^ techniques P£R^^& ^ttltipl^ LCR, 
ERA, " : CER, ST&lJ t T^5,/\ k^S^^ J * les ^^echniques 
d f amplification sp6cifiques ou noi> .. 6p6cif iques, et 
1' amplification des"" ftSSTm ;±:o.taux^ ' 

18. Utilisation du dispositif selon l'une 
quelconque des revendications 1 & 8 et du proc§de selon 
l'une quelconque des revendications 9 a 13 pour le 
sequengage enzymatique d'un acide nucleique. 



30 
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19. Produit, characterise en ce qu f il a subi une 
reaction chimique ou biochimique r6alis6e selon un 
proc6de conforme a l'une des revendications 9 & 15; 
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